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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para la humanizacién y optimizacion de N-glicanos en plantas
Campo de lainvencién

La presente invencion se refiere al campo de la biologia molecular de plantas, mas particularmente al campo de la
produccién de proteinas de mamifero recombinantes en plantas.

Antecedentes de lainvencion

Se han seleccionado como diana una serie de especies vegetales para su uso en el “cultivo molecular” de proteinas
de mamifero de interés farmacéutico. Estos sistemas de expresion en plantas proporcionan una produccién de bajo
coste de proteinas de mamifero biolégicamente activas y son facilmente susceptibles de un escalado rapido y
economico (Ma et al. (2003) Nat. Rev. Genet. 4: 794-805; Raskin et al. (2002) Trends Biotechnol. 20: 522-531). Un
numero grande de proteinas de mamifero y de plantas requieren un procesamiento post-traduccional para un
plegamiento, un ensamblaje y un funcionamiento adecuados. De estas modificaciones, las diferencias en los
modelos de glicosilacién entre plantas y mamiferos ofrecen un reto para la posibilidad de que los sistemas de
expresion de plantas produzcan proteinas de mamifero recombinantes de alta calidad para uso farmacéutico.

Segun los péptidos se desplazan a través del reticulo endoplasmético (RE) y los compartimentos de Golgi
subcelulares, las cadenas de residuos de azucares, o glicanos, se unen, dando lugar finalmente a la formacién de
glicoproteinas. El enlace entre las cadenas de azucares y el péptido se produce mediante la formacion de un enlace
quimico con solo uno de los cuatro aminoacidos proteicos: asparagina, serina, treonina e hidroxilisina. En base a
este modelo de enlace, se han reconocido dos tipos basicos de cadenas de residuos de azlcares en las
glicoproteinas: la cadena de azucar ligada mediante N-glicésido (también denominada glicano N-ligado o N-glicano),
que se une a los residuos de asparagina del péptido; y la cadena de azucar ligada mediante O-glicésido, que se une
a los residuos de serina, treonina e hidroxilisina del péptido.

Las cadenas de azucares ligadas mediante N-glicdsido, o N-glicanos, presentan diversas estructuras (véase, por
ejemplo, Takahashi, ed. (1989) Biochemical Experimentation Method 23 — Method for Studying Glycoprotein Sugar
Chain (Gakujutsu Shuppan Center), pero comparten un nucleo oligomanosidico comun (véase la Figura 29A). Las
etapas iniciales de la ruta de glicosilacion que conducen a la formaciéon de N-glicanos se conservan en plantas y
animales. Sin embargo, las etapas finales implicadas en la formacion compleja de N-glicanos difieren (Lerouge et al.
(1998) Plant Mo. Biol. 38: 31-48; Steinkellner y Strasser (2003) Ann. Plant Rev. 9: 181-192). Las plantas producen
glicoproteinas con N-glicanos complejos que tienen un nucleo que porta dos residuos de N-acetilglucosamina
(GIcNAc) que es similar al observado en mamiferos. Sin embargo, en las glicoproteinas vegetales dicho nucleo esta
sustituido por un residuo de xilosa 31,2-ligada (xilosa de nucleo), residuo que no se da en humanos, epitopos de
Lewis® y una fucosa a1,3-ligada (a[1,3]-fucosa de nucleo) en lugar de una fucosa a1,6-ligada de nucleo como en los
mamiferos (véase, por ejemplo, Lerouge et al. (1998) Plant Mol. Biol. 38: 31-48 para una revisién) (véase también la
Figura 29B). Se ha publicado que tanto los residuos de a(1,3)-fucosa como los de ((1,2)-xilosa son, al menos en
parte, responsables de la inmunogenicidad de las glicoproteinas vegetales en mamiferos (véase, por ejemplo, Ree
et al. (2000) J. Biol. Chem. 15: 11451-11458; Bardor et al. (2003) Glycobiol. 13: 427-434; Garcia-Casado et al.
(1996) Glycobiol. 6: 471-477). Por lo tanto, la eliminacion de estos residuos de azlcar potencialmente alergénicos de
las glicoproteinas de mamifero producidas recombinantemente en plantas solucionaria las preocupaciones sobre el
uso de dichas proteinas como productos farmacéuticos para el tratamiento de humanos.

Actualmente una serie de glicoproteinas producidas recombinantemente actian como agentes terapéuticos o estan
bajo investigacion clinica. Los ejemplos incluyen los interferones (IFNs), la eritropoietina (EPO), el activador de
plasmindgeno de tejido (tPA), la antitrombina, el factor de estimulacién de colonia de granulocito-macréfago (GM-
CSF) y los anticuerpos monoclonales terapéuticos (mABs). EI componente de oligosacarido de las estructuras de N-
glicano de las glicoproteinas puede influir en su eficacia terapéutica, asi como en su estabilidad fisica, su resistencia
al ataque de proteasas, su farmacocinética, su interaccion con el sistema inmune y su actividad bioldgica especifica.
Véase, por ejemplo, Jenkins et al. (1996) Nature Biotechnol. 14: 975-981. Strasser et al. (2003) FEBS LETTERS:
561: 132-136) describe plantas de Arabidopsis con un modelo de N-glicosilacion alterado, que se caracteriza por una
reduccion de la union de residuos de a1,3-fucosa y B1,2-xilosa a los N-glicanos de las glicoproteinas.

Se necesitan otros métodos adicionales para alterar el modelo de glicosilacion en sistemas de expresion vegetales,
especificamente para inhibir la glicosilacion especifica de planta de la estructura de nucleo eucariético, para producir
de forma ventajosa proteinas de mamifero recombinantes con un modelo de glicosilacion humanizado.

Breve resumen de lainvencién

Se proporcionan métodos para alterar el modelo de N-glicosilacion de proteinas en plantas superiores. Los métodos
comprenden transformar de manera estable la planta con al menos una construcciéon de nucleétido recombinante
que proporcione la inhibicién de la expresion de a1,3-fucosiltransferasa (FucT) y de 1,2-xiloxiltransferasa (XyIT) en
una planta. El uso de estas construcciones para inhibir o suprimir la expresién de uno o ambas enzimas, y sus
isoformas, proporciona de forma ventajosa la produccion de proteinas enddgenas y heterdlogas que tienen un
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modelo de N-glicosilacion “humanizado” sin afectar al crecimiento y al desarrollo de la planta. Se proporcionan las
plantas superiores transformadas de manera estable que presentan este modelo de N-glicosilacién de proteina. La
planta es una lenteja de agua, es decir, un miembro de la familia Lemnaceae, por ejemplo, una Lemna sp.

Las plantas transgénicas de la invencion tienen la capacidad de producir proteinas de mamifero recombinantes que
tienen un modelo de N-glicosilacion que es mas similar al del hospedante mamifero. Por tanto, en algunas
realizaciones, las proteinas de mamifero producidas recombinantemente son glicoproteinas que comprenden N-
glicanos que presentan una reduccion en la unién de los residuos de a(1,3)-fucosa y B(1,2)-xilosa especificos de
plantas. En otras realizaciones, estas glicoproteinas producidas recombinantemente comprenden N-glicanos
complejos que estan desprovistos de estos residuos especificos de plantas. En otras realizaciones adicionales, estas
glicoproteinas producidas recombinantemente tienen GlcNAc,ManzGIcNAc, como Unica especie de glicano unida a
el(los) sitio(s) de glicosilacion de asparagina dentro de la glicoproteina.

En algunas realizaciones, la glicoproteina producida recombinantemente es un anticuerpo monoclonal. De este
modo, la presente invencién proporciona plantas transgénicas que son capaces de producir anticuerpos
monoclonales de glicano optimizado que se unen especificamente a una proteina diana de interés, que incluyen
anticuerpos monoclonales que tienen una funciéon efectora aumentada. Por tanto, en algunas realizaciones, los
anticuerpos monoclonales de glicano optimizado producidos recombinantemente comprenden N-glicanos complejos
que presentan una reduccién en la uniéon de residuos de fucosa a(1,3)-ligados, aumentando con ello la actividad
ADCC de dichos anticuerpos. En otras realizaciones, los anticuerpos monoclonales producidos recombinantemente
comprenden glicanos complejos N-ligados que estan desprovistos de dichos residuos de fucosa especificos de
plantas. De esta manera, la presente invencién proporciona la produccién de una composicidon de anticuerpos
monoclonales, en donde al menos el 90% o mas del anticuerpo intacto esta representado por una Unica glicoforma,
mas particularmente, por la glicoforma GO. Por tanto, en algunas realizaciones de la invencion, los anticuerpos
monoclonales producidos recombinantemente presentan una funcion efectora incrementada, en donde la actividad
ADCC aumenta y/o la relacion de actividad ADCC/CDC aumenta. En algunas de estas realizaciones, los anticuerpos
monoclonales producidos recombinantemente presentan una actividad CDC disminuida, lo que puede reducir de
manera ventajosa el potencial de efectos secundarios adversos relacionados con la activacion CDC tras la
administracion. Estos anticuerpos monoclonales de glicano optimizado se pueden usar de manera ventajosa para
alterar las rutas actuales de administracion y los regimenes terapéuticos actuales, ya que su funciéon efectora
aumentada significa que se pueden dosificar a concentraciones mas bajas y con menor frecuencia, reduciéndose asi
el potencial de toxicidad del anticuerpo y/o de desarrollo de tolerancia al anticuerpo. Adicionalmente, su funcién
efectora mejorada da lugar a nuevas estrategias de tratamiento de indicios clinicos que previamente se han
mostrado resistentes o refractarios al tratamiento con el anticuerpo monoclonal correspondiente producido en otros
sistemas hospedantes recombinantes.

También se describen las composiciones para llevar a la practica los métodos de la invencién. Las composiciones
comprenden nuevos polinucledtidos y polipéptidos aislados que codifican a1,3-fucosiliransferasa y f1,2-
xilosiltransferasa de Lemna minor, y variantes y fragmentos de los mismos. Se describen las construcciones de
nucledtidos recombinantes dirigidas a la expresién de estas dos proteinas, o a la expresién de sus variantes, al igual
que se describen células vegetales, tejidos vegetales, plantas y semillas que comprenden dichas construcciones
recombinantes.

Por lo tanto la invencion proporciona una planta de lenteja de agua o una célula o ndédulo de planta de lenteja de
agua que expresa una glicoproteina recombinante que tiene un perfil de N-glicosilacion sustancialmente homogéneo,
en donde al menos el 90% de las especies de N-glicano presentes en el perfil son glicanos GO, y en donde dicha
planta, célula o nédulo vegetal comprende al menos una construccién de nucleétido recombinante que proporciona
la inhibicién de la expresion de a1,3-fucosiltransferasa (FucT) y B1,2-xilosiltransferasa (XylIT) en dicha planta, célula
0 nddulo vegetal por medio de:

(a) supresion o co-supresion sentido a través de una casete de expresion que expresa una molécula de ARN
correspondiente a todo o a una parte del ARN mensajero que codifica una FucT o una XyIT, o ambas, en la
orientacion sentido;

(b) supresion antisentido a través de una casete de expresion que expresa una molécula de ARN
complementaria a todo o a una parte del ARN mensajero que codifica una FucT o una XyIT, o ambas, en la
orientacion antisentido;

(c) interferencia de ARN de cadena doble, en donde el ARN sentido de (a) y el ARN antisentido de (b) son
expresados en la misma célula;

(d)
(i) interferencia de ARN de horquilla (hpARN), o
(ii) interferencia de ARN de horquilla que contiene intron (ihpARN)

a través de una casete de expresion de ARNi; o
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(e) inhibicion de microARN (miARN) a través de una construccion que expresa un ARN que forma una
estructura de horquilla que contiene una secuencia de 22 nucleétidos que es complementaria a una secuencia
diana de FucT o de XyIT y que contiene 22 nucleétidos de dicha secuencia de FucT o de XyIT en orientacion
sentido y 21 nucledtidos de una

(f) secuencia antisentido correspondiente que es complementaria a la secuencia sentido.

La invencion también proporciona un método para usar la planta de lenteja de agua o la célula o nddulo vegetal de
planta de lenteja de agua de la invencion para producir una composicién de glicoproteinas que presenta un perfil de
N-glicosilaciéon sustancialmente homogéneo, en donde al menos un 90% de las especies de N-glicano presentes en
el perfil son glicanos GO, comprendiendo dicho método:

(a) cultivar dicha planta de lenteja de agua o dicha célula o nédulo de planta de lenteja de agua en las
condiciones adecuadas para la expresion de dicha glicoproteina; vy,

(b) recolectar dicha glicoproteina de dicha planta de lenteja de agua, célula o ndédulo vegetal, o dicho medio de
cultivo;

produciendo con ello dicha composicion de glicoproteina.
La glicoproteina preferiblemente es un anticuerpo monoclonal.
Breve descripcion de las figuras formales

Figura 1: establece las secuencias de ADN (SEC ID N°: 1, secuencia codificadora establecida en la SEC ID N°: 2) y
de aminoacidos (SEC ID N°: 3) correspondientes a la a1,3-fucosiltransferasa (FucT) de Lemna minor. La secuencia
codificadora se muestra en negrita. Los nucledtidos denotados por un subrayado sencillo (-) corresponden al
fragmento directo de FucT dentro de la casete de expresion de ARNi disefiada para inhibir la expresion de FucT
(véase la Figura 5); los nucledtidos denotados mediante el subrayado doble (=) corresponden a la secuencia
espaciadora dentro de la casete de expresion de ARNiI. El fragmento inverso de FucT de la casete de expresion de
ARNi es el antisentido del fragmento directo de FucT mostrado aqui.

Figura 2: establece un alineamiento de la FucT de Lemna minor de SEC ID N°: 3 con a1,3-fucosiltransferasas de
otras plantas superiores.

Figura 3: establece la secuencia de ADN (SEC ID N° 4; secuencia codificacion establecida en la SEC ID N°: 5)
correspondiente a la B1,2-xilosiltransferasa (XyIT) isoforma n°1 y la secuencia de aminoacido codificada (SEC ID N°:
6). Los nucledtidos denotados por un subrayado sencillo (-) corresponden al fragmento directo de XylIT dentro de la
casete de expresién de ARNi disefiada para inhibir la expresién de XylT (véase la Figura 6); los nucledtidos
denotados mediante el subrayado doble (=) corresponden a la secuencia espaciadora dentro de la casete de
expresion de ARNi. El fragmento inverso de XyIT de la casete de expresion de ARNi es el antisentido del fragmento
directo de XyIT mostrado aqui.

Figura 4: establece un alineamiento de la XyIT de Lemna minor de SEC ID N°: 6 con B1,2-xilosiltransferasas de otras
plantas superiores.

Figura 5: estable una estrategia para disefiar un bloqueo de ARNi de gen individual de FucT de Lemna minor.

Figura 6: establece una estrategia para disefiar un bloqueo de ARNi de gen individual de XylT de Lemna minor
basado en la secuencia de ADN correspondiente a la isoforma n°1 de XyIT.

Figura 7: establece una estrategia para disefiar un bloqueo de ARNi de gen doble de FucT y XylT de Lemna minor
en donde la porcion de XyIT del bloqueo de ARNi se basa en la secuencia de ADN correspondiente a la isoforma n°1
de XyIT.

Figura 8: muestra la construccion Fuc02 que comprende una casete de expresion de ARNi disefiada para el bloque
de ARNi de gen individual de FucT de Lemna minor. La expresion de la secuencia inhibidora de FucT (denotada con
las flechas de FucT directo y FucT inverso; véase la Figura 5) se lleva a cabo en un elemento de control de
expresion ligado operativamente (denotado como AocsAocsAocsA-masPmas) que comprende tres secuencias de
activacion hacia arriba (Aocs) derivadas del gen de octopina sintasa de Agrobacterium tumefaciens ligado
operativamente a un promotor derivado de un gen de manopina sintasa de Agrobacterium tumefaciens (AmasPmas).
Lider RbcS, secuencia lider de subunidad pequefia rubisco; ADH1, intrén del gen de alcohol deshidrogenasa 1 de
maiz; nos-ter, secuencia terminadora de nopalina sintasa (nos) de Agrobacterium tumefaciens.

Figura 9: muestra la construccion Xy102 que comprende una casete de expresion de ARNi disefiada para el bloqueo
de ARNi de gen individual de XyIT de Lemna minor. La expresion de la secuencia inhibidora de XyIT (denotada por
las flechas de XylIT directo y XyIT inverso; véase la Figura 6) se lleva a cabo mediante el elemento de control de
expresion ligado operativamente AocsAocsAocsAmasPmas. Lider RbcS, secuencia lider de subunidad pequefia
rubisco; ADH1, intron del gen de alcohol deshidrogenasa 1 de maiz; nos-ter, secuencia terminadora de nopalina
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sintasa (nos) de Agrobacterium tumefaciens.

Figura 10: muestra la construccion XF02 que comprende una casete de expresion de ARNi quimérico disefiada para
el bloqueo de ARNi de gen doble FucT/XylT de Lemna minor. EI ARN de horquilla se expresa como secuencia
quimérica (un ARN de horquilla quimérico), en donde los fragmentos de los dos genes estan fusionados y
expresados como un transcrito. La expresion de la secuencia inhibidora de FucT/XyIT (denotada por las flechas de
FucT y XylIT directa y de XyIT y FucT inversa; véase la Figura 7) se lleva a cabo mediante el elemento de control de
expresion ligado operativamente AocsAocsAocsAmasPmas. Lider RbcS, secuencia lider de subunidad pequefia
rubisco; ADH1, intron del gen de alcohol deshidrogenasa 1 de maiz; nos-ter, secuencia terminadora de nopalina
sintasa (nos) de Agrobacterium tumefaciens.

Figura 11: muestra la construccién XF03 que comprende una casete de expresion de ARNi disefiada para el bloqueo
de ARNi de gen doble de FucT/XyIT de Lemna minor. La casete expresa dos horquillas de ARNi, una dirigida a la
expresion de FucT, la otra dirigida a la expresion de XylT. La expresion de la secuencia inhibidora de FucT
(denotada mediante flechas FucT directa y FucT inversa; véase la Figura 5) se lleva a cabo mediante un elemento
de control de la expresion ligado operativamente que comprende el promotor de ubiquitina de Lemna minor mas 5’
UTR (promotor LmUbq) e intrén (intrdn LmUbq) (véase la SEC ID N°: 7). La expresion de la secuencia inhibidora de
XylIT (denotada con flechas de XyIT directa y XyIT inversa; véase la Figura 6) se lleva a cabo a través del elemento
de control de expresion ligado operativamente AocsAocsAocsAmasPmas. Lider RbcS, secuencia lider de subunidad
pequefa rubisco; ADH1, intron del gen de alcohol deshidrogenasa 1 de maiz; nos-ter, secuencia terminadora de
nopalina sintasa (nos) de Agrobacterium tumefaciens.

Figura 12: muestra la construccién mAbl0O4 que proporciona la co-expresion de un anticuerpo monoclonal I1gG 1
(referido en la presente memoria como mabl) y el bloqueo de gen doble de FucT y XyIT de Lemna minor, en donde
se expresa un ARN de horquilla quimérico dirigido a la expresion de FucT y XylIT. La expresiéon de la secuencia
inhibidora de FucT/XyIT (denotada mediante las flechas de FucT y XyIT directa y de XyIT y FucT inversa; véase la
Figura 7) se lleva a cabo mediante un elemento de control de expresion ligado operativamente que comprende el
promotor de ubiquitina de Spirodella polyrrhiza mas 5’ UTR (promotor SpUbq) e intrén (intron SpUbq) (véase la SEC
ID N° 8). La expresion de la cadena ligera de IgG1 se lleva a cabo mediante el elemento de control de expresion
ligado operativamente AocsAocsAocsAmasPmas. Lider RbcS, secuencia lider de subunidad pequefia rubisco;
ADH1, intrén del gen de alcohol deshidrogenasa 1 de maiz; nos-ter, secuencia terminadora de nopalina sintasa (nos)
de Agrobacterium tumefaciens.

Figura 13: muestra la construccién mAbl05 que proporciona la co-expresion de mAbl y el bloqueo doble de FucT y
XylT de Lemna minor, en donde se expresan dos ARNs de horquilla, uno dirigido a la expresion de FucT, el otro
dirigido a la expresion de XyIT. La expresion de la secuencia inhibidora de FucT (denotada mediante flechas de
FucT directa y FucT inversa; véase la Figura 5) se lleva a cabo mediante un elemento de control de expresion ligado
operativamente que comprende el promotor de ubiquitina de S. polyrrhiza mas 5° UTR (promotor SpUbq) e intron
(intron SpUbq). La expresion de la secuencia inhibidora de XyIT (denotada mediante flechas de XylIT directa y XyIT
inversa; véase la Figura 6) se lleva a cabo mediante un elemento de control de expresién ligado operativamente que
comprende el promotor de ubiquitina de Lemna aequinoctialis mas 5 UTR (promotor LaUbq) e intrén (intrén LaUbq)
(véase la SEC ID N°: 9). La expresion de la cadena ligera de IgG 1 se lleva a cabo mediante un elemento de control
de expresion ligado operativamente que comprende el promotor de ubiquitina de L. minor mas 5 UTR (promotor
LmUbq) e intrén (intrédn LmUbq). La expresion de la cadena pesada de IgG 1 se lleva a cabo mediante el elemento
de control de expresion ligado operativamente AocsAocsAcosAmasPmas. Lider RbcS, secuencia lider de subunidad
pequefa rubisco; ADH1, intron del gen de alcohol deshidrogenasa 1 de maiz; nos-ter, secuencia terminadora de
nopalina sintasa (nos) de Agrobacterium tumefaciens.

Figura 14: muestra la construccion de mAblO1 que proporciona la expresion de mAbl, en donde las expresiones de
FucT y de XyIT no son suprimidas. Las expresiones de la cadena ligera de IgG 1y de la cadena pesada de IgG 1 se
llevan a cabo independientemente mediante elemento de control de expresion ligado operativamente
AocsAocsAocsAmasPmas. Lider RbcS, secuencia lider de subunidad pequefa rubisco; ADH1, intron del gen de
alcohol deshidrogenasa 1 de maiz; nos-ter, secuencia terminadora de nopalina sintasa (nos) de Agrobacterium
tumefaciens. El mAbl01 es referido como construccion de mAblO1 “natural”’, ya que el mAbl expresado exhibe el
perfil de glicosilacion de la L. minor natural.

Figuras 15 y 16: muestran los datos del escrutinio primario de lineas vegetales de L. minor de ARNi transgénico que
comprenden la construccion XF02 de la Figura 10.

Figura 17: muestra los datos del escrutinio primario de lineas vegetales de L. minor de ARNi transgénico que
comprenden la construccién mAbl04 de la Figura 12 y la construccién mAbl05 de la Figura 13.

Figura 18: muestra la estructura y el peso molecular de N-glicanos mAb de L. minor natural derivatizados. “GnGn”
representa la especie de N-glicano GlcNAc.MansGIcNAc;, también referida como especie de N-glicano GO. “GnGnX”
representa la especie de N-glicano GlcNAc2ManzGIcNAc, con el residuo de B(1,2)-xilosa especifico de planta unido.
“GnGnXF” representa la especie de N-glicano GlcNAc,Man3sGIcNAc; con los residuos especificos de planta B(1,2)-
xilosa y a(1,3)-fucosa unidos.
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Figura 19: muestra que la construccion de mAblO1 natural (mostrada en la Figura 15) que proporciona la expresion
del anticuerpo IgG1 monoclonal mAbl en L. minor, sin supresion de ARNi de FucT y XyIT de L. minor, produce un
perfil de N-glicosilacion con tres especies de N-glicano principales, que incluyen una especie que tiene la xilosa
B1,2-ligada y una especie que tiene ambos residuos, la xilosa $1,2-ligada y la fucosa a1,3-ligada de nucleo; este
perfil se confirma con analisis de cromatografia de liquidos con espectrometria de masas (LC-MS) (Figura 20) y de
MALDI (Figura 21).

Figura 22: muestra una superposicion de las cantidades relativas de las diversas especies de N-glicano de mAbl
producidas en la linea de L. minor natural, que comprende la construccion mAbl01 (sin supresiéon de FucT o XyIT) y
en las dos lineas transgénicas de L. minor que comprenden la construccion mAblO4 de la Figura 12 (que
proporcionan la co-expresion de mAbl y la construccion de ARNi quimérico dirigidos a FucT y a X1T de L. minor).
Cabe destacar el enriquecimiento de la especie de glicano GnGn (es decir, G0), sin residuos de xilosa $1,2-ligada o
de fucosa a1,3-ligada de nucleo unidos, y la ausencia de especies que tengan residuos de xilosa 1,2-ligada o de
ambas, xilosa B1,2-ligada y fucosa a1,3-ligada de nucleo. “MGn” representa un precursor de N-glicano, en donde la
estructura de nucleo de la trimanosa, ManszGIcNAc,, tiene una N-acetilglucosamina unida en el brazo de 1,3-manosa.
“GnM” representa un precursor de N-glicano, en donde la estructura de nucleo de la trimanosa, ManzGIcNAc,, tiene
una N-acetilglucosamina unida al brazo de 1,6-manosa. Dichos precursores de N-glicano representan cantidades
traza del total de N-glicanos presentes en la muestra. Este perfil se confirma mediante analisis de espectrometria de
masas (LC-MS) (Figura 23) y de MALDI (Figura 24).

Figura 25: muestra el analisis de masas intacto de composiciones de mAbl producidas en L. minor natural (linea 20)
que comprende la construccion mAbl01. Cuando las expresiones de XylT y FucT no son suprimidas en L. minor, la
composiciéon de mAbl producida recombinantemente es heterogénea, comprendiendo al menos 9 glicoformas
diferentes, siendo la glicoforma GOXF? la especie predominante de las presentes. Cabe destacar el pico muy
pequefio que representa a la glicoforma GO.

Figura 26: muestra un analisis de masas intactas de composiciones de mAbl producidas en L. minor transgénica
(linea 15) que comprende la construcciéon mAblO4 de la Figura 12. Cuando las expresiones de XylT y FucT son
suprimidas en L. minor usando esta construccion de ARNi quimérica, la composicion de mAbl intacta es
sustancialmente homogénea para N-glicanos GO, con solo cantidades traza de N-glicanos precursores presentes
(representados por las especies de glicano precursor GnM y MGn). Adicionalmente, la composiciéon de mAbl es
sustancialmente homogénea para la glicoforma GO, en donde ambos sitios de glicosilacion estan ocupados por
especies de N-glicano GO, con tres picos menores que reflejan cantidades traza de glicoformas precursoras (un pico
que muestra mAbl que tiene una region Fc en donde el domino Cy2 de una cadena pesada tiene una especie
glicano GO unida a Asn 297, y el dominio CH2 de la otra cadena pesada esta sin glicosilar; otro pico que muestra
mADbl que tiene una regién Fc en donde el domino C42 de una cadena pesada tiene una especie de glicano GO unida
a Asn 297, y el dominio Cnx2 de otra cadena pesada tiene el glicano precursor GnM o MGn unido a Asn 297, y otro
pico que muestra mAbl que tiene una regiéon en donde el sitio de glicosilacion de Asn 297 de cada uno de los
dominios Cn2 tiene una especie de glicano unida, con una tercera especie de glicano GO unida a un sitio de
glicosilacion adicional dentro de la estructura de mAbl).

Figura 27: muestra un analisis de masas intactas de las composiciones de mAbl producidas en L. minor transgénica
(linea 72) que comprende la construccién mAbl05 de la Figura 13. Cuando las expresiones de XylT y de FucT son
suprimidas en L. minor usando esta construccion, la composicion de mAbl intacta es sustancialmente homogénea
para N-glicanos GO, solo con cantidades traza de especies de N-glicano presentes (representadas por las especies
de glicano precursor GnM y MGn). Adicionalmente, la composicion de mAbl es sustancialmente homogénea (al
menos un 90%) para la glicoforma GO, con los mismos tres picos menores que reflejan las glicoformas precursoras
obtenidos para la construccion mAbl04.

Figura 28: resume dos posibles disefios para dirigir la expresion de genes FucT y XyIT individuales.

Figura 29A: muestra la estructura de nucleo oligomanosidico comun de N-glicanos complejos de glicoproteinas
producidas en plantas y animales. En mamiferos, la estructura de nucleo puede incluir un residuo de fucosa en el
que la posicion 1 de la fucosa esté ligada a la posicion 6 de la N-acetilgucosamina en el extremo reductor a través de
un enlace a (es decir, fucosa a(1,6)-ligada).

Figura 29B: muestra las modificaciones especificas de planta de estos N-glicanos. Los grupos R de mamiferos
pueden ser uno de los siguientes: (a) R=GIcNAcB(1,2); (b) R=Galp(1,4)-GIcNAcB(1,2); (c) R=NeuAca(2,3)-Galf(1,4)-
GIcNACcB(1,2); (d) R=NeuGca(2,3)-GalB(1,4)-GIcNAcB(1,2); y (e) R=Gala(1,3)-GalB(1,4)-GlcNAcB(1,2). Los grupos R
de las plantas pueden ser uno de los siguientes: (a) R=nulo; (b) R=GIcNAcB(1,2);
(c), R= GalB(1,3)-GIcNAcB(1,2) y (d) R=Galp(1,4)-GlcNAcB(1,2).
| |
Fuca(1,4) Fuca(1,6).

Abreviaturas: Man, manosa; GIcNAc, N-acetilglucosamina; Xyl, xilosa; Fuc, fucosa; Gal, galactosa; NeuAc, acido
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neuraminico (acido sialico); *, extremo reductor de cadena de azucar que se une a asparagina.

Figura 30: muestra las especies G0, GOX y GOXF® de glicanos N-ligados de glicoproteinas referidas en la
descripcidn y en las reivindicaciones de la presente invencion, junto con la nomenclatura alternativa usada en la
presente memoria.

Figura 31: establece la secuencia parcial de ADNc (SEC ID N°: 19; secuencia codificadora establecida en la SEC ID
N°: 20) correspondiente a la isoforma n°2 de la 31,2-xilosiltransferasa (XyIT) de Lemna minor, y la secuencia parcial
de aminoacidos (SEC ID N°: 21) codificada con la misma. Los nucleétidos denotados mediante un subrayado
sencillo (-) corresponden al fragmento directo de XyIT dentro de la casete de expresion de ARNi disefiada para
inhibir la expresion de XylIT (véase la Figura 33); los nucledtidos denotados mediante un subrayado doble (=)
corresponden a la secuencia espaciadora dentro de esta casete de expresion de ARNi. El fragmento inverso de XyIT
de la casete de expresion de ARNi es el antisentido del fragmento directo de XylT mostrado aqui.

Figura 32: establece un alineamiento de la isoforma n°1 de XylIT de Lemna minor de SEC ID N°: 6 con la isoforma
n°2 de longitud parcial de XylT de Lemna minor de SEC ID N°: 21.

Figura 33: establece una estrategia para disefar un bloqueo de ARNi de gen individual de XyIT de Lemna minor
basado en la secuencia parcial de ADN correspondiente a la isoforma n°2 de XyIT.

Figura 34: establece una estrategia para disefiar un bloqueo de ARNi de gen doble de FucT y XyIT de Lemna minor,
en donde la porcion XyIT del bloqueo de ARNi se basa en la secuencia parcial de ADN de la isoforma n°2 de XyIT.

Figura 35: muestra la actividad de union a receptor del producto mAbl derivado de CHO y derivado de SP2/0 para el
FcyRllla sobre células NK humanas recién aisladas.

Figura 36: muestra la actividad de unién a receptor del producto mAbl derivado de Lemna natural y del producto
mAbl derivado de Lemna transgénica correspondiente a FcyRIlla sobre células NK humanas recién aisladas
tomadas del Donante 1.

Figura 37: muestra la actividad de unién a receptor del producto mAbl derivado de Lemna natural y del producto
mAbl derivado de Lemna transgénica correspondiente a FcyRIlla sobre células NK humanas recién aisladas
tomadas de los Donantes 2 y 3.

Figura 38: muestra la actividad de unién a receptor del producto mAbl derivado de Sp2/0, del producto mAbl
derivado de Lemna natural, y del producto mAbl derivado de Lemna transgénica para el FcyRIV de raton.

Figura 39: muestra un diagrama del vector de expresion binaria MDXAOQ4 para el ARNi que silencia la actividad de
FucT y XyIT en Lemna. Las regiones reticuladas muestran la posiciéon de las secuencias génicas de region variable
de cadena pesada (H) y ligera (L) de anticuerpo kappa mAb1 completamente humano MDX-060 y el ARN de
horquilla (ARNi) quimérico disefiado para atacar el silenciamiento de genes de Lemna endégenas que codifican
FucT y XyIT. Promotores: P1, P2 y P3; terminador: T; marcador seleccionable: SM; frontera izquierda: LB; frontera
derecha, RB. El vector de expresion MDXAQO1 usado para expresar el mAb de MDX-060 en Lemna natural no
contenia la region de ARN de horquilla.

Figura 40: muestra la actividad de glicosiltransferasa en las lineas de Lemna natural y de ARNi de MDX-060 LEX®",
Se incubaron membranas microsomales de plantas naturales (WT) y de ARNi de MDX-060 LEXO (se indican los
numeros de linea) en presencia de un tampon de reaccion que contenia GDP-Fuc, UDP-Xyl y GnGn-dabsil-péptido
aceptor. Los picos de masas correspondientes a productos fucosilados (barras blancas) o xilosilados (barras negras)
sintetizados por microsomas a partir de cada linea se midieron mediante MALDI-TOF MS de modo reflectrén positivo
y se normalizaron, en porcentaje, con respecto al control WT positivo. Las membranas naturales hervidas (BWT)
indican cuentas de i6n de ruido de fondo.

Figura 41: muestra la SDS-PAGE de extractos de plantas y proteina A o muestras purificadas con hidroxiapatita
procedente de MDX-060°"" en condiciones no reductoras (Figura 41A) y reductoras (Figura 41B), respectivamente.
El MAb purificado procedente de una linea celular CHO (CHO MDX-060) se us6 como control positivo. Se incluyeron
en los geles marcadores de peso molecular Mark12. Los geles fueron tefiidos con Azul Coloidal.

Figura 42: muestra los espectros obtenidos en el analisis espectrométrico de masas MALDI-TOF en modo reflectron
negativo de N-glicanos marcados con 2-AA liberados de mAbs MDX-060 expresados en CHO SDCHO MDX-060),
Lemna natural (LEX MDX-060) o Lemna transformada con construccion de ARNi XylT/FucT (LEX Pt MDX-060). Se
identificaron picos significativos a través de las masas correspondientes ([M-H]). El * indica la localizacion de
artefactos de matriz.

Figura 43: muestra los espectros obtenidos en el andlisis MS NP-HPLC-QTOF de N-glicanos marcados con 2-AA
liberados de mAbs MDX-060 expresados en CHO (CHO MDX-060), Lemna natural (LEX MDX-060) o Lemna
transformada con la construccion de ARNi de XylIT/FucT (LEXOpt de MDX-060). Los N-glicanos marcados con 2-AA
fueron separados mediante cromatografia de fase normal y se detectaron mediante fluorescencia. Los picos mas
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abundantes procedentes de cada muestra (marcados a-i) se caracterizaron mediante MS QTOF en modo negativo
en linea y se muestran los correspondientes espectros de masas QTOF ([M-2H]2').

Figura 44: muestra la actividad in vitro de mAbs de MDX-060 medida mediante analisis de citometria de flujo de
union de mAb de CHO MDX-060, LEX o LEX°" glico-optimizados a CD30 expresado en células L540. Las células
L540 se incubaron con concentraciones crecientes del anticuerpo indicado como se describe en el Ejemplo 6
incluido en la presente memoria. Se representa la intensidad de fluorescencia media geo (GMFI) frente a la
concentracién variable de mAb usado. m: CHO MDX-060; A: LEX MDX-060; V¥: LEX®" MDX-060.

Figura 45: muestra la unién de equilibrio de mAb glico-optimizado y natural con dos alotipos de FcRyllla humanos
diferentes (Val'®® o Phe'®). La sefal de unién de FcRyllla se ajusté a un modelo de unién en un sitio. m: CHO MDX-
060; A: LEX MDX-060; ¥: LEX°" MDX-060.

Figura 46: muestra la actividad ADCC de mAb de MDX-060 derivado de CHO, LEX (glicosilacién de Lemna natural)
o LEX®" (ARNi de Lemna transgénica). Se incubaron células efectoras humanas procedentes de donante
homocigoto FcyRIIIaPhe158 y de donante heterocigoto FcyRIIIaPheNaI158 con células L540 marcadas con BATDA
con una relacion efector:diana de 50:1 en presencia de concentraciones crecientes de los anticuerpos indicados. Se
representa el porcentaje de lisis especifica para cada concentracion de mAb. Se usé antigeno que no reconoce mAb
1 humano sobre células L540 como un isétopo de control en todos los experimentos. Se calcularon los valores ECsg
(ug/mL), las constantes de unién y el porcentaje de lisis maxima usando el software GraphPad Prism 3.0. m: CHO
MDX-060; A: LEX MDX-060; ¥: LEX°" MDX-060.

Figura 47: muestra el analisis de masas intactas de las composiciones de mAb de LEX MDX-060 producidas en L.
minor natural que comprende la construccion MDXAO01. Cuando las expresiones de XyIT y FucT no son suprimidas
en L. minor, la composicion de mAb de LEX MDX-060 producida recombinantemente comprende al menos 7
glicoformas diferentes, siendo la glicoforma GOXF? la especie predominante presente. Cabe destacar la ausencia de
un pico que representa la glicoforma GO.

Figura 48: muestra el analisis de masas de glicano de la cadena pesada de mAb de LEX MDX-060 producida en L.
minor natural que comprende la construccion MDXAO1. Cuando las expresiones de XyIT y FucT no son suprimidas
en L. minor, la especie de N-glicano predominante presente es GOXF?3, con picos principales adicionales que reflejan
especies GOX. Cabe destacar la presencia menor de especies de glicano GO.

Figura 49: muestra el analisis de masas intactas de las composiciones de mAb de LEX°" MDX-060 producidas en L.
minor transgénica que comprende la construccion MDXAO4. Cuando las expresiones de XyIT y FucT son suprimidas
en L. minor, la composicion de mAb intacta contiene solo N-glicanos GO. Adicionalmente, la composicion es
sustancialmente homogénea para la glicoforma GO (pico 2), en donde ambos sitios de glicosilacion estan ocupados
por especies de N-glicano GO, con dos picos menores que reflejan cantidades traza de glicoformas precursoras (pico
1, que muestra mAb que tiene una region Fc en la que el domino Cn2 de una cadena pesada tiene una especie de
glicano GO unida a Asn 297, y el domino Cx2 de otfra cadena pesada esta sin glicosilar; y pico 3, que muestra un
mAb que tiene una region Fc en donde el sitio de glicosilacion de Asn 297 de cada uno de los dominios Cn2 tiene
una especie glicano GO unida, con una tercera especie de glicano GO unida a un sitio adicional de glicosilacion
dentro de la estructura mAb).

Figura 50: muestra el andlisis de masas de glicano de la cadena pesada del mAb de LEX®P MDX-060 producido en
L. minor transgénica que comprende la construccion MDXAQO4. Cuando las expresiones de XylT y FucT son
suprimidas en L. minor, la Unica especie de N-glicano facilmente detectable unida a los sitios de glicosilacién de Asn
297 de los dominios Cy2 de las cadenas pesadas es GO.

Figuras 51A (analisis MALDI) y 51B (analisis HPLC): muestran que el perfil de glicosilacion homogénea exhibido por
mADbl producido en L. minor transgénica (linea 24) que comprende la construccion de ARNi de mAbl04 se observo
consistentemente con una produccién escalada. Dicho perfil de glicosilaciéon era consistente a lo largo de un periodo
de 8 meses de mantenimiento continuo de la linea transgénica a través de expansioén clonal.

Figura 52: muestra que la supresion de las expresiones de FucT y XylT usando la construccion de mAbl04 ARNi
quimérico de la Figura 12 da como resultado glicoproteinas endégenas que tienen un modelo de glicosilacién
homogéneo consistente con el observado para glicoproteinas recombinantes. Para esta figura, el residuo de xilosa
1,2-ligada unida a la estructura de nucleo de trimanosa se designa mediante el simbolo de estrella.

Figura 53: muestra la estructura de N-glicanos complejos descritos en el Ejemplo 6 presentado en esta memoria. M
= manosa; Gn = N-acetilglucosamina; A = galactosa; X =xilosa; F = fucosa.

Descripcion detallada de lainvencién

La presente invencion se describira ahora mas detalladamente a partir de este punto en referencia a las figuras
anexas, en las que se muestran algunas de las realizaciones de la invencién, pero no todas. De hecho, esta
invencion puede realizarse en muchas formas diferentes y no deberia considerarse limitada a las realizaciones
establecidas en la presente memoria; mas bien, estas realizaciones se proporcionan de tal modo que esta
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descripcion satisfara los requisitos legales aplicables. Los numeros similares se refieren a elementos similares.

Muchas modificaciones y otras realizaciones de la invencion establecida en la presente memoria vendran a la mente
del especialista en la técnica a la que pertenece la invencion, que tengan el beneficio de los conocimientos
presentados en la presente descripcion y en las figuras asociadas. Por tanto, debe entenderse que la invencion no
debe limitarse a las realizaciones especificas descritas, y que se pretende que las modificaciones y otras
realizaciones estén incluidas dentro del alcance de las reivindicaciones anexas. Aunque en la presente memoria se
emplean términos especificos, se usan unicamente en un sentido genérico y descriptivo y no con propdsitos de
limitacion.

La presente invencion proporciona métodos para alterar el modelo de N-glicosilacion de polipéptidos homologos y
heterélogos producidos en una planta, particularmente una planta que actla como sistema de expresion para
proteinas recombinantes de interés. Los métodos comprenden el uso de construcciones de nucleétidos que
comprenden una o mas secuencias que son capaces de inhibir la expresion de a1,3-fucosiltransferasa (FucT) y
B1,2-xilosiltransferasa (XyIT) en una planta. También se describen composiciones para uso en la practica de los
métodos de la invencién, y composiciones que comprenden glicoproteinas que tienen un perfil de glicosilacion
sustancialmente homélogo, que incluyen anticuerpos monoclonales optimizados con glicano con una funcién
efectora mejorada.

Definiciones:
“Polipéptido” se refiere a cualquier proteina o péptido monomérico o multimérico.

“Polipéptido biolégicamente activo” se refiere a un polipéptido que tiene la capacidad de llevar a cabo una o mas
funciones biolégicas o un conjunto de actividades normalmente atribuidas al polipéptido en un contexto bioldgico.
Los especialistas en la técnica apreciaran que la expresién “bioldgicamente activo” incluye polipéptidos en los que la
actividad bioldgica es alterada en comparacion con la proteina nativa (por ejemplo, suprimida o potenciada), siempre
que la proteina tenga una actividad suficiente para ser de interés para su uso en procesos industriales o quimicos o
como reactivo terapéutico, vacuna o de diagnéstico. La actividad biologica se puede determinar mediante cualquier
método disponible en la técnica. Por ejemplo, la actividad biolégica de miembros de la familia interferon de proteinas
se puede determinar mediante una serie de métodos que incluyen su interaccion con anticuerpos especificos en
interferén, su capacidad para aumentar la resistencia a una infecciéon virica, o su capacidad para modular la
transcripcion de dianas génicas reguladas por interferon. De un modo similar, la actividad biolégica de anticuerpos
monoclonales se pueden determinar mediante cualquiera de una serie de métodos que incluyen, aunque sin
limitacion, ensayos para medir la especificidad de union y la funcién efectora, por ejemplo, usando ensayos para
determinar la actividad de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) y la actividad de citotoxicidad
dependiente de complemente (CDC).

Por “célula hospedante” se entiende una célula que comprende una secuencia de acido nucleico heteréloga de la
invencion. Aunque las secuencias de acido nucleico de la invencion, y los fragmentos y variantes de las mismas, se
pueden introducir en cualquier célula de interés, de interés particular son las células hospedante vegetales. En
algunas realizaciones, las células hospedantes vegetales de una planta que actia como hospedante para la
expresion de proteinas recombinantes, por ejemplo, un sistema de expresion vegetal para la produccion de
proteinas de mamifero recombinante de interés tal como se indica en la presente memoria mas adelante.

Con “polipéptido heterdlogo de interés” se pretende indicar un polipéptido que no es expresado por células
hospedantes en la naturaleza. A la inversa, un “polipéptido homodlogo” pretende indicar un polipéptido que se
produce de forma natural dentro de las células del hospedante. Los polipéptidos heterélogos y homodlogos que sufre
N-glicosilacién post-traduccional se denominan en la presente memoria glicoproteinas heterélogas u homologas. De
acuerdo con los métodos de la presente invencion, el modelo de N-glicosilacion de ambas glicoproteinas heterélogas
y homdlogas es alterado dentro de células de un hospedante vegetal de tal modo que dichas glicoproteinas tienen
un modelo de N-glicosilacion que es mas similar al observado con hospedantes mamiferos.

Los ejemplos de secuencias de nucleétidos heterdlogos y de polipéptidos heterdlogos de interés incluyen, aunque
sin limitacion, secuencias que codifican polipéptidos de mamifero, tales como la insulina, la hormona de crecimiento,
a-interferén, B-interferon, B-glucocerebrosidasa, B-glucoronidasa, proteina de retinoblastoma, proteina p53,
angioestatina, leptina, eritropoietina (EPO), factor estimulante de colonia de granulocito macréfago, plasminégeno,
activador de plasmindgeno de tejido, factores de coagulacion sanguinea, por ejemplo, Factor VII, Factor VIII, Factor
IX y proteina C activada, alfa 1-antitripsina, anticuerpos monoclonales (mAbs), fragmentos de Fab, anticuerpos de
cadena sencilla, citoquinas, receptores, hormonas, vacunas humanas, vacunas animales, péptidos y albumina de
suero.

Para los propdsitos de la presente invencién, los términos “N-glicano”, “glicano N-ligado” y “glicano” se usan
intercambiablemente y se refieren a un oligosacarido N-ligado, por ejemplo, uno que esta o estuvo unido mediante
un residuo de N-acetilglucosamina (GIcNAc) ligado al nitrégeno de amida de un residuo de asparagina en una
proteina. Los azucares predominantes encontrados en las glicoproteinas son glucosa, galactosa, manosa, fucosa, N-
acetilgalactosamina (GalNAc), N-acetilglucosamina (Glc-Nac), y acido sialico (por ejemplo, acido N-acetil-
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neuraminico (NeuAc)). El procesado de los grupos de azucares se produce co-traduccionalmente en el lumen del ER
y continda en el aparato de Golgi para glicoproteinas N-ligadas.

Con “estructura de nucleo oligomanosicido” o “estructura de nucleo de trimanosa” de un N-glicano complejo se
pretende indicar al estructura de nucleo mostrada en la Figura 29A, en donde el nucleo comprende tres residuos de
monosacarido de manosa (Man) y dos de N-acetilglucosamina (GIcNAc) que estan unidos al residuo de asparagina
de la glicoproteina. El residuo de asparagina generalmente esta dentro de la secuencia de péptido conservada Asn-
Xxx-Thr o Asn-Xxx-Ser, en donde Xxx es cualquier residuo excepto prolina, aspartato o glutamato. Las posteriores
etapas de glicosilacion producen la estructura final de N-glicano complejo. La estructura de ndcleo de trimanosa se
denota en la presente memoria como “ManzGIcNACc,”.

Los N-glicanos unidos a glicoproteinas difieren respecto al nUmero de ramas (antenas) que comprenden azucares
periféricos (por ejemplo, GIcNAc, galactosa, fucosa y acido sialico) que se afiaden a la estructura de nucleo de
trimanosa. Los N-glicanos se clasifican habitualmente de acuerdo a sus constituyentes ramificados (por ejemplo,
complejos, de alta manosa o hibridos). Un N-glicano de tipo “complejo” normalmente tiene al menos un GIcNAc
unido al brazo de 1,3-manosa y al menos un GIcNAc unido al brazo de 1,6-manosa del nicleo de “trimanosa”.
Cuando hay un GIcNAc unido a cada brazo de manosa, la especie de N-glicano se denota en la presente memoria
como “GlcNAcaMan3zGIcNAc,” o “GnGn”. Cuando solo hay un GIcNAc unido, la especie de N-glicano se denota en el
presente memoria como “GlcAciMansGIcNAc,”, en donde el GIcNAc esta unido al brazo de 1,3-manosa
(denominado “MGn” aqui) o al brazo de 1,6-manosa (denominado aqui “GnM”) (véase la Figura 30). Los N-glicanos
complejos también pueden tener residuos de azucar de galactosa (“Gal”) o N-acetilgalactosamina (“GalNAc”) que
opcionalmente estan modificados con acido sidlico o sus derivados (por ejemplo, “NeuAc”, donde “Neu” se refiere a
acido neuraminico y “Ac” se refiere a acetilo). Cuando hay un residuo de azicar de galactosa unido a cada GIcNAc
de cada brazo de manosa, la especie de glicano N-ligado se denota en la presente memoria
“GalGlcNAc,MansGIcNAc,”. Los N-glicanos complejos también pueden presentar sustituciones intracadena que
comprenden “biseccionar” GIcNAc y la fucosa de nucleo (“Fuc”). Los N-glicanos complejos también pueden tener
multiples antenas en el “nucleo de trimanosa”, a menudo denominadas “multiples glicanos antenarios”. Un tipo de N-
glicano de “alta manosa” tiene cinco o mas residuos de manosa. Un N-glicano “hibrido” tiene al menos un GIcNAc
sobre el extremo del brazo de 1,3-manosa del nucleo de trimanosa y cero o mas manosas en el brazo de 1,6-
manosa del nucleo de trimanosa.

Las expresiones “glicano G0” y “estructura de glicano G0” y “especie de glicano G0” se usan intercambiablemente y
pretenden indicar el glicano N-ligado complejo que tiene la estructura GIcNAc:ManzGIcNAc,, en donde no hay
presentes acidos sialicos (NeuAcs) terminales o residuos de galactosa (Gal) terminales. Si el glicano GO comprende
un residuo de fucosa (“Fuc”) unido a la estructura de nucleo de trimanosa, es denominado en la presente memoria
“glicano GOF* (que tiene el residuo de fucosa a1,3-ligada especifico de planta) o “glicano GOF®” (que tiene el
residuo de fucosa a1,6-ligada de mamifero). En las plantas, un glicano GO que comprende el residuo de xilosa B1,2-
ligado especifico de planta unido a la estructura de nucleo de trimanosa se denomina en la presente memoria
“glicano GOX”, y un glicano GO que comprende ambos, el residuo de xilosa 1,2-ligado especifico de planta y el
residuo de fucosa a1,3-ligado especifico de planta, unidos a la estructura de nucleo de trimanosa se denomina en el
presente memoria “glicano GOXF*".

Los términos “glicano G1” y “estructura de glicano G1” y “especies de glicano G1” se usan intercambiablemente y
pretenden indicar el glicano N-ligado complejo que tiene una estructura GIcNAc.MansGIcNAc,, en donde un residuo
terminal de galactosa (Gal) esta unido al brazo de 1,3-manosa o al de 1,6-manosa, y no hay acidos sialicos
terminales presentes. Los términos “glicano G2” y “estructura de glicano G2” y “especies de glicano G2” se usan
intercambiablemente y pretenden indicar el glicano N-ligado complejo que tiene la estructura GIcNAc;Man;GIcNACc,,
en donde hay un residuo terminal de galactosa (Gal) unido al brazo de 1,3-manosa y al brazo de 1,6-manosa, y no
hay acidos sidlicos terminales presentes.

El término “glicoforma” tal como se usa en la presente memoria se refiere a una glicoproteina que contiene una
estructura o estructuras de carbohidrato particular. Por tanto, por ejemplo, una “glicoforma GO” se refiere a una
glicoproteina que comprende solo especies de glicano GO unidas a sus sitios de glicosilacion. Se reconoce que una
glicoproteina que tiene mas de un sitio de glicosilacion puede tener las mismas especies de glicano unidas a
cualquiera de los sitios de glicosilacion, o puede tener diferentes especies de glicano unidas a diferentes sitios de
glicosilacion. De este modo, diferentes modelos de union de glicano dan lugar a diferentes glicoformas de una
glicoproteina.

El término “perfil de glicosilacion” pretende significar la “huella dactilar’ caracteristica de la especie de N-glicano
representativa que ha sido liberada de una composiciéon de glicoproteina o de un producto de glicoproteina, tanto
enzimatica como quimicamente, y a continuacién ha sido analizada para determinar su estructura de carbohidrato,
por ejemplo, usando LC-HPLC o MS MALDI-TOF, y otros similares. Véase, por ejemplo, la revision publicada en
Current Analytical Chemistry, Vol. 1, N° 1 (2005), pag. 28-57.

Las expresiones “sustancialmente homogénea”, “sustancialmente uniforme” y “homogeneidad sustancial’ en el

contexto de un perfil de glicosilaciéon para una composiciéon de glicoproteina o un producto de glicoproteina se usan
intercambiablemente y pretenden indicar un perfil de glicosilacion en el que al menos un 90%, un 91%, un 92%, un
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93%, un 94%, un 95%, un 96%, un 97%, un 98% o al menos un 99% de las especies totales de N-glicano del perfil
estan representadas por una especie de N-glicano deseada, con una cantidad traza de especies de N-glicano
precursoras que aparecen en el perfil. Por “cantidad traza” se entiende que cualquier especie dada de N-glicano
precursora que esté presente en el perfil de glicosilacién esta presente en menos de un 5%, preferiblemente en
menos de un 4%, menos de un 3%, menos de un 2%, menos de un 1% e incluso menos de un 0,5% o incluso
menos de un 0,1% de la cantidad total de especies de N-glicano que aparecen en el perfil. Con especies de N-
glicano “precursoras” se pretende indicar una especie de N-glicano que esta procesada de manera incompleta. Los
ejemplos de especies de N-glicano precursoras presentes en cantidades traza en las composiciones de glicoproteina
o en los productos de glicoproteina de la invencién, y que por tanto aparecen en sus perfiles de glicosilacién, son las
especies de N-glicano precursoras descritas anteriormente, MansGIcNAcz, MGn (GlcNac1MansGIcNAc;, en donde
GlcNac1 esta unida al brazo de 1,3-manosa), y GnM (GlcNac1Mans;GIcNAc,, en donde GlcNac1 esta unida al brazo
de 1,6 manosa).

En la presente memoria, la especie de N-glicano deseada dentro de un producto o composicion de glicoproteinas es
GO0, de tal modo que un perfil de glicosilacion sustancialmente homogéneo para dicho producto o composicion es
uno en el que al menos un 90%, un 91%, un 92%, un 93%, un 94%, un 95%, un 96%, un 97%, un 98% o al menos
un 99% de las especies totales de N-glicano que aparecen en el perfil de glicosilacion correspondiente al producto o
composicion estan representadas por especies de glicano GO, con una cantidad traza de especies de N-glicano
precursoras que aparezcan en el perfil de glicosilacion. Para dicha composicion, una especie de N-glicano
precursora representativa que aparece en el perfil de glicosilacion serian las especies de N-glicano precursoras
descritas anteriormente, Man3;GIcNAc,, MGn (GlcNac1Mans;GIcNAc,, en donde GlcNac1 esta unida al brazo de 1,3-
manosa), y GnM (GlcNac1Man3sGIcNAc,, en donde GlcNac1 esta unida al brazo de 1,6 manosa).

Las expresiones “sustancialmente homogéneo”, “sustancialmente uniforme” y “homogeneidad sustancial” en el
contexto de una composicion de glicoproteina o de un producto de glicoproteina se usan intercambiablemente y
pretenden indicar un producto de glicoproteina o una composicién de glicoproteina en la que al menos un 90%, un
91%, un 92%, un 93%, un 94%, un 95%, un 96%, un 97%, un 98% o al menos un 99% de la glicoproteina presente
en el producto o composicion esta representado por una glicoforma deseada, con una cantidad traza de precursor o
de glicoformas no deseadas presentes en la composicion. Por “cantidad traza” se pretende indicar que cualquier
precursor o glicoforma no deseada dados que esté presente en el producto o composicion de glicoproteina lo esta
en menos de un 5%, preferiblemente en menos de un 4%, menos de un 3%, menos de un 2%, menos de un 1% e
incluso menos de un 0,5% o incluso menos de un 0,1% de la glicoproteina total. Con glicoforma “precursora” se
pretende indicar una glicoforma en la que al menos un sitio de glicosilacion esta sin glicosilar, o esta ocupado por
una especie de N-glicano que representa un precursor de la especie de N-glicano deseada, o una glicoforma en
donde hay presentes uno o mas sitios de glicosilacion adicionales, respecto a la glicoforma deseada, y esta ocupado
(es decir, tiene unido) por la especie de N-glicano deseada o por una especie de N-glicano no deseada.

Por tanto, una composicion o producto de glicoproteina sustancialmente homogéneo que comprende la glicoforma
GO0 es una composicion o producto en la que al menos un 90%, un 91%, un 92%, un 93%, un 94%, un 95%, un 96%,
un 97%, un 98% o al menos un 99% de la glicoproteina presente en el producto o composicidon esta representado
por la glicoforma GO, en donde todos los sitios de glicosilacién anticipados esta ocupados por especies de glicano
GO0, estando presentes una cantidad traza de glicoformas precursoras o no deseadas en la composiciéon. En dicha
composicién, una glicoforma precursora representativa seria una en la que los sitios de glicosilacién no estan
ocupados, y un ejemplo de glicoforma no deseada seria una glicoforma que tiene una mezcla de glicano GO y
especies de glicano GOX 6 GOXF? unidas a sus sitios de glicosilacion.

El término “anticuerpo” se usa en el sentido mas amplio y cubre completamente anticuerpos ensamblados,
fragmentos de anticuerpos que se pueden unir a antigeno (por ejemplo, Fab’, F’'(ab),, Fv, anticuerpos de cadena
sencilla, diacuerpos), y péptidos recombinantes que comprenden los anteriores. Los anticuerpos representan una de
muchas glicoproteinas contempladas por los métodos y composiciones de la presente invencion. También se
contemplan derivados de anticuerpos en la presente invencion. Los derivados incluyen proteinas de fusién que
comprenden una inmunoglobulina o porcidn de la misma, tal como una regién Fc que tiene un dominio Cy2.

El término “anticuerpo monoclonal” tal como se usa en la presente memoria se refiere a un anticuerpo obtenido a
partir de una poblaciéon de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblacion son idénticos excepto por las posibles mutaciones naturales que puedan darse en
cantidades menores.

Los “anticuerpos nativos” y las “inmunoglobulinas nativas” habitualmente son glicoproteinas heterotetraméricas de
aproximadamente 150.000 daltons, compuestas por dos cadenas ligeras (L) idénticas y dos cadenas pesadas (H)
idénticas. Cada cadena ligera esta unida a una cadena pesada mediante un enlace covalente de disulfuro, mientras
que el namero de enlaces de disulfuro varia entre las cadenas pesadas de los diferentes isotipos de
inmunoglobulina. Cada cadena pesada y ligera también tiene enlaces de disulfuro intracadena espaciados
regularmente. Cada cadena pesada tiene un extremo y un dominio variable (V) seguido de un nimero de dominios
constantes. Cada cadena ligera tiene un dominio variable en un extremo (VL) y un dominio constante en su otro
extremo; el dominio constante de la cadena ligera se alinea con el primer dominio constante de la cadena pesada, y
el dominio variable de la cadena ligera se alinea con el dominio variable de la cadena pesada. Se cree que residuos
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de aminoacido particulares forman una interfase entre los dominios variables de cadena ligera y cadena pesada.

El término “variable” se refiere al hecho de que determinadas porciones de los dominios variables difieren
extensivamente en secuencia entre los anticuerpos y se usan en la unién y especificidad de cada anticuerpo
concreto para su antigeno particular. Sin embargo, la variabilidad no se distribuye uniformemente a lo largo de los
dominios variables de los anticuerpos. Esta concentrada en tres segmentos denominados regiones de determinacién
de la complementariedad (CDRs) o regiones hipervariables, tanto en los dominios variables de cadena ligera como
en los de cadena pesada. Las porciones mas altamente conservadas de dominios variables se denominan regiones
estructurales (FR). Los dominios variables de cadenas nativas pesadas y ligeras comprenden cuatro regiones FR,
adoptando mayormente una configuracion de lamina 3, conectada por tres CDRs, que forma lazos que conectan, y
en algunos casos que forman parte de la estructura de lamina 3. Las CDRs de cada cadena se mantienen unidos en
estrecha proximidad mediante regiones FR y, con las CDRs de la otra cadena, contribuyen a la formacién del sitio de
unién a antigeno de los anticuerpos (véase Kabat et al. (1991) NIH Publ. N° 91-3242, Vol. |, paginas 647-669).

Los dominios constantes no estan implicados directamente en la unién de un anticuerpo con un antigeno, pero
exhiben varias funciones efectoras, tales como la unién de receptor Fc (FcR), la participacion del anticuerpo en la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC), la opsonizacion, la iniciacion de citotoxicidad dependiente
de complemento (actividad CDC), y la desgranulacién de mastocitos.

“Fragmentos de anticuerpo” comprende una porcidon de un anticuerpo intacto, preferiblemente la region de union a
antigeno o la region variable del anticuerpo intacto. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen Fab, Fab’,
F(ab’)2 y fragmentos Fv; diacuerpos; anticuerpos lineales (Zapata et al. (1995) Protein Eng. 8(10): 1057-1062);
moléculas de anticuerpo de cadena sencilla; y anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de
anticuerpo. La digestion con papaina de anticuerpos produce dos fragmentos de unién a antigeno idénticos,
denominados fragmentos “Fab”, cada uno con un sitio de union a antigeno individual, y un fragmento “Fc” residual,
cuyo nombre refleja su capacidad para cristalizar facilmente. El tratamiento con pepsina produce un fragmento
F(ab’)2 que tiene dos sitios de combinacion de antigeno y todavia es capaz de reticular antigeno.

“Fv” es el fragmento de anticuerpo minimo que contiene un sitio de reconocimiento y unién a antigeno completo. En
una especie Fv de dos cadenas, dicha region consta de un dimero de un domino variable de cadena pesada y uno
de cadena ligera en estrecha asociacion, no covalente. En una especie Fv de cadena sencilla, un dominio variable
de cadena pesada y uno de cadena ligera pueden ligarse covalentemente mediante un ligando de péptido flexible de
tal modo que las cadenas ligera y pesada se pueden asociar en una estructura “dimérica” analoga a la presente en
una especie Fv de dos cadenas. Es en esta configuracién en la que las tres CDRs de cada dominio variable
interaccionan para definir un sitio de unién de antigeno sobre la superficie del dimero Vu-V.. Colectivamente, las seis
CDRs confieren especificidad de union a antigeno al anticuerpo. Sin embargo, incluso un unico dominio variable (o la
mida de un Fv que comprende solo tres CDRs especificas de un antigeno) tiene la capacidad de reconocer y unirse
a antigeno, aunque con una menor afinidad que el sitio de unién completo.

El fragmento Fab también contiene el dominio constante de la cadena ligera y el primer dominio constante (Cx1) de
la cadena pesada. Los fragmentos Fab difieren de los fragmentos Fab’ en la adicién de nuevos residuos en los
extremos carboxi del dominio de Cy1 de cadena pesada que incluye una o mas cisteinas de la region bisagra del
anticuerpo. Fab’-SH es la designacién usada en la presente memoria para el Fab’ en el que el(los) residuo(s) de
cisteina de los dominios constantes portan un grupo tiol libre. Los fragmentos de anticuerpo F(ab’)2 se produjeron
originalmente como pares de fragmentos Fab’ que tienen cisteinas de bisagra entre ellos. También se conocen otros
acoplamientos quimicos de fragmentos de anticuerpo.

Las “cadenas ligeras” de anticuerpos (inmunoglobulinas) de cualquier especie vertebrada se pueden asignar a uno
de dos tipos claramente distintos, denominados kappa (k) y lambda (A), en base a las secuencias de aminoacido de
sus dominios constantes.

Dependiendo de la secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus cadenas pesadas, las inmunoglobulinas
se pueden asignar a clases diferentes. Existen cinco clases principales de inmunoglobulinas humanas: IgA, IgD, IgE,
IgG e IgM, y varias de éstas pueden dividirse a su vez en subclases (isotipos), por ejemplo, 1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4,
IgA e IgA2. Los dominios constantes de cadena pesada que corresponden a las diferentes clases de
inmunoglobulinas se denominan alfa, delta, épsilon, gamma y mu, respectivamente. Las estructuras de subunidades
y las configuraciones tridimensionales de las diferentes clases de inmunoglobulinas son bien conocidas. Los
diferentes isotipos tienen diferentes funciones efectoras. Por ejemplo, los isotipos de IgG 1 e IgG3 humanas median
en la actividad de citotoxicidad mediada por célula dependiente de anticuerpo (ADCC).

Las inmunoglobulinas tienen una glicosilacion N-ligada conservada de la region Fc de cada una de las dos cadenas
pesadas. Por tanto, por ejemplo, las inmunoglobulinas del tipo IgG tienen dominios Cn2 glicosilados que portan
oligosacaridos N-ligados en la asparagina 297 (Asn-297). Existen diferentes glicoformas de inmunoglobulinas
dependiendo de las especies de N-glicano particulares unidas a cada uno de estos dos sitios de glicosilacion, y
dependiendo del grado al cual ambos sitios son glicosilados dentro de una composicion de inmunoglobulina.

“Secuencia de nucledtidos de interés”, tal como se usa en la presente memoria en referencia a la expresion de
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polipéptidos heterdlogos se refiere a cualquier secuencia de polinucleétidos que codifica un polipéptido heterélogo
destinado a la expresidon en un hospedante, particularmente un hospedante vegetal, por ejemplo, en una planta
superior, que incluye los miembros de las dicotyledonaceae y monocotyledonaceae. Por ejemplo, las secuencias de
polinucledtidos que codifican polipéptidos terapéuticos (por ejemplo, para usos veterinarios o médicos) o
inmunogénicos (por ejemplo, para vacunacion) se pueden expresar usando hospedantes vegetales transformados,
por ejemplo, lenteja de agua, de acuerdo con la presente invencion.

El uso del término “polinucledtido” no pretende limitar la presente invencién a polinucleétidos que comprenden ADN.
Los especialistas en la técnica reconoceran que los polinucledtidos pueden comprender ribonucleétidos y
combinaciones de ribonucledtidos y desoxirribonucledtidos. Dichos desoxirribonucleétidos y ribonucleétidos incluyen
tanto moléculas naturales como analogos sintéticos. Los polinucleétidos de la invencion también abarcan todas las
formas de secuencias que incluyen, aunque sin limitaciéon, formas de cadena sencilla, formas de cadena doble,
horquillas, estructuras de tallo-y-lazo, y otras similares.

»oour

Los términos “inhibir’, “inhibicién” e “que inhibe”, tal como se usan en la presente memoria, se refieren a cualquier
disminucion de la expresion o de la funciéon de un producto génico diana, que incluye una reduccion relativa de la
expresion o de la funcion hasta la completa eliminacién de la expresién o funciéon del producto génico diana. El
término “expresion” tal como se usa en la presente memoria en el contexto de un producto génico se refiere a la
biosintesis de dicho producto génico, que incluye la transcripcion y /o la traduccion y/o el ensamblaje del producto
génico. La inhibicion de la expresién o de la funcién de un producto génico diana (es decir, un producto génico de
interés) puede ser en el contexto de una comparacion entre dos plantas cualesquiera, por ejemplo, la expresion o la
funcién de un producto génico diana de una planta alterada genéticamente frente a la expresion o funciéon de dicho
producto génico diana en la planta natural correspondiente. Alternativamente, la inhibicion de la expresién o de la
funcion del producto génico diana puede ser en el contexto de una comparacion entre células vegetales, organulos,
organos, tejidos o partes de plantas dentro de la misma planta o entre diferentes plantas, e incluye comparaciones
entre etapas de desarrollo o temporales dentro de la misma planta o entre diferentes plantas. Se puede usar
cualquier método o composiciéon que regula a la baja la expresion de un producto génico diana, tanto a nivel de
transcripcion como de traduccion, o que regula a la baja la actividad funcional del producto génico diana, para lograr
la inhibicion de la expresion o de la funcion del producto génico diana.

El término “secuencia inhibidora” abarca cualquier secuencia de polinucleétido o de polipéptido que sea capaz de
inhibir la expresion de un producto génico diana, por ejemplo, a nivel de transcripcion o traduccion, o que sea capaz
de inhibir la funcién de un producto génico diana. Los ejemplos de secuencias inhibidoras incluyen, aunque sin
limitacion, secuencias de polinucledétidos o de polipéptidos de longitud completa, secuencias de polinucledtidos o de
polipéptidos truncadas, fragmentos de secuencias de polinucleétidos o de polipéptidos, variantes de secuencias de
polinucledtidos o de polipéptidos, secuencias de nucledtidos con orientacion sentido, secuencias de nucleétidos con
orientacion antisentido, el complemento de una secuencia de nucleétidos con orientacion sentido o antisentido,
regiones invertidas de secuencias de nucledtidos, horquillas de secuencias de nucleétidos, secuencias de
nuclestidos de cadena doble, secuencias de nucledtidos de cadena sencilla, combinaciones de las mismas, y otras
similares. La expresion “secuencia de polinucledtidos” incluye secuencias de ARN, ADN, acidos nucleicos
modificados quimicamente, analogos de acido nucleico, combinaciones de las mismas, y otras similares.

Se reconoce que los polinucleétidos inhibidores incluyen secuencias de nucleétidos que inhiben la expresion de un
producto génico diana directamente (es decir, no requieren transcripcién) o indirectamente (es decir, requieren
transcripcion o transcripcion y traduccion). Por ejemplo, un polinucleétido inhibidor puede comprender una secuencia
de nucledtidos que se sintetiza quimicamente o ARN interferente pequefio (ARNSsi) producido in vitro o micro ARN
(miARN) que, cuando se introduce en una célula, tejido u 6rgano vegetal, silenciaria directamente, aunque de
manera temporal, la expresion del producto génico de interés. Alternativamente, un polinucleétido inhibidor puede
comprender una secuencia de nucleétidos que codifica una molécula de nucleétido inhibidora que se disefia para
silenciar la expresion del producto génico de interés, tal como ARN de orientacién sentido, ARN antisentido, ARN de
cadena doble (ARNds), ARN de horquilla (ARNhp), ARNhp que contiene intron, ARN catalitico, miARN, y otros
similares. En otras realizaciones adicionales, el polinucleétido inhibidor puede comprender una secuencia de
nucledtidos que codifica un ARNm, cuya traduccién da lugar a un polipéptido que inhibe la expresioén o la funcion del
producto génico diana de interés. De este modo, cuando el polinucleétido inhibidor comprenden una secuencia de
nucledtidos que codifica una molécula de nucleétido inhibidora o un ARNm para un polipéptido, la secuencia
codificadora esta ligada operativamente a un promotor que conduce la expresion en un célula vegetal de tal modo
que la molécula de nucleétido inhibidora codificada o el ARNm se pueden expresar.

Las secuencias inhibidoras se designan en la presente memoria con el nombre del producto génico diana. Por tanto,
por ejemplo, una “secuencia inhibidora de a1,3-fucosiltransferasa (FucT)” se referiria a una secuencia inhibidora que
es capaz de inhibir la expresion de una FucT, por ejemplo, a nivel de transcripcién y/o traduccién, o que es capaz de
inhibir la funciéon de una FucT. De forma similar, una “secuencia inhibidora de (1,2-xilosiltransferasa (XyIT)” se
referiria a una secuencia inhibidora que es capaz de inhibir la expresion de una XylT, a nivel de transcripcion y/o de
traduccion, o que es capaz de inhibir la funcién de una XyIT. Cuando se usa la expresion “capaz de inhibir’ en el
contexto de una secuencia inhibidora de polinucleétido, se pretende indicar que la propia secuencia inhibidora ejerce
el efecto inhibidor; o, cuando la secuencia inhibidora codifica una molécula de nucleétido inhibidora (por ejemplo,
polinucledtidos de ARN de horquilla, miARN o ARN de cadena doble), o codifica un polipéptido inhibidor (es decir, un
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polipéptido que inhibe la expresién o la funcion del producto génico diana), después de su transcripcion (por ejemplo,
en el caso de una secuencia inhibidora que codifica un polinucleétido de ARN de horquilla, miARN o ARN de cadena
doble) o de su transcripcion y traduccion (en el caso de una secuencia inhibidora que codifica un polipéptido
inhibidor), el producto transcrito o traducido, respectivamente, ejerce el efecto inhibidor sobre el producto génico
diana (es decir, inhibe la expresion o la funcion del producto génico diana).

El término “introducir” en el contexto de un polinucleétido, por ejemplo, una construccion de nucleétidos de interés,
pretende significar presentar a la planta el polinucleétido de un modo tal que el polinucleétido gane acceso al interior
de una célula de la planta. Cuando se va a introducir mas de un polinucleétido, dichos polinucleétidos se pueden
ensamblar como parte de una Unica construccion de nucleétido, o como construcciones de nucleétido separadas, y
puede localizarse sobre el mismo o diferentes vectores de transformacion. Por consiguiente, dichos polinucleétidos
se pueden introducir en la célula hospedante de interés en un Unico evento de transformacion, en eventos de
transformacion separados o, por ejemplo, en plantas, como parte de un protocolo de cultivo. Los métodos de la
invenciéon no dependen de un método particular para introducir uno o mas polinucleétidos en una planta, solo que
el(los) polinucledtido(s) gana(n) acceso al interior de al menos una célula de la planta. Los métodos para introducir
polinucledtidos en plantas son conocidos en la técnica, e incluyen, aunque sin limitacion, métodos de transformacion
temporal, métodos de transformacién estable y métodos mediados por virus.

“Transformacion temporal” en el contexto de un polinucleétido pretende significar que un polinucledétido se introduce
en la planta y no se integra en el genoma de la planta.

Con “introducir establemente” o “introducido establemente” en el contexto de un polinucleétido introducido en una
planta pretende que el polinucledtido introducido se incorpora establemente al genoma de la planta, y por tanto la
planta se transforma de manera estable con el polinucleétido.

“Transformacion estable” o “transformado establemente” pretende significar que un polinucleétido, por ejemplo, una
construccion de nucleétido descrita en la presente memoria, introducida en una planta se integra en el genoma de la
planta y es capaz de ser heredada por la progenie de la misma, mas particularmente, por la progenie de multiples
generaciones sucesivas. En algunas realizaciones, las generaciones sucesivas incluyen la progenie producida a
través via reproduccion sexual. Un hospedante vegetal superior que es “transformado establemente” con al menos
una construccion de nucleétido que es capaz de inhibir la expresién de una FucT y/o una XyIT tal como se describe
en la presente memoria se refiere a un hospedante vegetal superior que tiene la(s) construccion(es) de nucleétido
integrada(s) en su genoma, y es capaz de producir progenie, bien por reproduccién asexual o bien por reproduccion
sexual, que también comprende la(s) construccion(es) de nucleétido inhibidora(s) integrada(s) establemente en su
genoma, y por tanto la progenie también presentara el fenotipo deseado de tener un modelo de N-glicosilacién
alterado que se caracteriza por una reduccion en la unidon de residuos de a1,3-fucosa y/o B1,2-xilosa a los N-
glicanos de glicoproteinas homélogas y heterdlogas producidas.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “planta” incluye la referencia a plantas enteras, érganos de
plantas (por ejemplo, hojas, tallos, raices, etc.), semillas, células vegetales y su progenie. Las partes de plantas
transgénicas deben entenderse dentro del alcance la invencidn que comprenden, por ejemplo, células vegetales,
protoplastos, tejidos, callos, embriones asi como flores, évulos, tallos, frutos, hojas, raices, puntas de raices, y otros
similares que se originan en plantas transgénicas o en su progenie transformada previamente con una molécula de
ADN de la invencién, y por lo tanto que consiste al menos en parte en sus células transgénicas. Tal como se usa en
la presente memoria, el término “célula vegetal” incluye, sin limitacion, células de semillas, embriones, regiones
meristematicas, tejido calloso, hojas, raices, brotes, gametofitos, esporofitos, polen y microesporas.

La clase de plantas que puede usarse en los métodos de la invencidon generalmente es tan amplia como las clases
de plantas superiores susceptibles de someterse a técnicas de transformacién, incluyendo tanto plantas
monocotiledéneas (monocot) como dicotiledéneas (dicot). Los ejemplos de dicots incluyen, aunque sin limitacion,
legumbres que incluyen soja y alfalfa, tabaco, patatas, tomates y otros similares. Los ejemplos de monocots
incluyen, aunque sin limitacién, maiz, arroz, avena, cebada, trigo, miembros de la familia de las lentejas de agua,
hierbas, y otros similares. “Plantas de orden inferior” se refiere a plantas que no florecen que incluyen helechos,
colas de caballo, musgos, hierbas para infusion liverwort, hornwort, algas, por ejemplo, algas rojas, marrones y
verdes, gametofitos, esporofitos de pteridofites, y otros similares. En algunas realizaciones, la planta de interés es un
miembro de la familia de plantas de lentejas de agua.

El término “lentejas de agua” se refiere a los miembros de la familia Lemnaceae. Esta familia esta dividida
actualmente en cinco géneros y 38 especies de lentejas de agua como se indica a continuacion: género Lemna (L.
aequinoctialis, L. disperma, L. ecuadoriensis, L. gibba, L. japonica, L. minor, L. miniscula, L. obscura, L. perpusilla, L.
tenera, L. trisulca, L. turionifera, L. valdiviana); género Spirodela (S. intermedia, S. polyrrhiza, S. punctata); género
Wolffia (Wa. angusta, Wa. arrhiza, Wa. australina, Wa. borealis, Wa. brasiliensis, Wa. columbiana, Wa. elongata,
Wa. globosa, Wa. microscopica, Wa. neglecta); género Wolfiella (WI. caudata, WI. denticulata, WI. gladiata, WI.
hyalina, WI. lingulata, WI. repunda, WI. rotunda y WI. neotropica) y género Landoltia (L. punctata). Cualesquier otros
géneros o especies de Lemnaceae, si existen, también son aspectos de la presente invencion. La especie Lemna se
puede clasificar usando el esquema taxondémico descrito por Landolt (1986) “Biosystematic Investigation on the
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Family of Duckweeds: The family of Lemnaceae — A Monograph Study” (Geobatanischen Institut ETH, Stiftung
Rubel, Zurich).

El término “ndédulo de lenteja de agua” tal como se usa en la presente memoria se refiere a tejido de lenteja de agua
que comprende células de lenteja de agua en donde al menos aproximadamente 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 95% 6 100% de las células son células diferenciadas. Una “célula diferenciada”, tal como se usa en
la presente memoria, es una célula con al menos una caracteristica fenotipica (por ejemplo, una morfologia celular
distintiva o la expresién de un acido nucleico o proteina marcadora) que la distingue de células no diferenciadas o de
células que se encuentran en otros tipos de tejidos. Las células diferenciadas del cultivo de nédulo de lenteja de
agua que han comenzado a organizarse en frond primordium distribuido por todo el tejido. La superficie del tejido del
cultivo de nodulo tiene células epidermales conectadas a cada via plasmadesmata. Los miembros de la familia de
las lentejas de agua se reproducen mediante propagacion clonal, y por tanto son representativas de plantas que se
propagan clonalmente.

“Codones preferidos de lentejas de agua” tal como se usa en la presente memoria se refiere a codones que tienen
una frecuencia de uso de codon en lentejas de agua superior al 17%.

“Codones preferidos de Lemna” tal como se usa en la presente memoria se refiere a codones que tienen una
frecuencia de uso de coddn en el género Lemna superior al 17%.

“Codones preferidos de Lemna gibba” tal como se usan en la presente memoria se refiere a codones que tienen una
frecuencia de uso de codén en Lemna gibba superior al 17%, en donde la frecuencia de uso de codéon de Lemna
gibba se obtuvo a partir de la Base de Datos de Uso de Coddén (GenBank Release 113,0; en
http://www.kazusa.or.jp/codon/egibin/showcodon.egi?species= Lemna+gibba+[gbpIn]).

“Codon de inicio de traduccién” se refiere al codén que inicia la traduccién del ARNm transcrito desde la secuencia
de nucledtidos de interés.

“Secuencia de nucledtido de contexto de iniciacion de la traduccion” tal como se usa en la presente memoria se
refiere a la identidad de los tres nucledtidos directamente a 5’ del coddn de iniciacién de la traduccion.

“Secrecion”, tal como se usa en la presente memoria, se refiere a la traslocalizacion de un polipéptido a través de la
membrana plasmatica y la pared celular de una célula de planta hospedante.

“Ligado operativamente” tal como se usa en la presente memoria en referencia a secuencias de nucleoétido se refiere
a multiples secuencias de nucleétido que se colocan en una relacién funcional una con otra. Generalmente, las
secuencias de ADN ligadas operativamente estan contiguas y, cuando es necesario para unir dos regiones
codificadoras de proteina, en marco de lectura.

Polinucleétidos y Polipéptidos Aislados:

La presente invencion describe polinucleétidos y polipéptidos aislados que estan implicados en una modificacion
adicional de glicanos N-ligados de planta (también denominados “N-glicanos”), particularmente una a1,3-
fucosiltransferasa (FucT) y una 1,2-xilosiltransferasa (XylIT) identificadas en Lemna minor, un miembro de la familia
de las lentejas de agua, y las variantes y fragmentos de dichos polinucleétidos y polipéptidos. La inhibicion de la
expresion de una de estas proteinas, o de ambas, o de las variantes biolégicamente activas de las mismas, en una
planta que expresa dichas proteinas da lugar beneficiosamente a un modelo de N-glicosilacion que presenta una
reduccién en la uniéon de residuos de a1,3-fucosa y B1,2-xilosa a N-glicanos de glicoproteinas. En algunas
realizaciones de la invencion, los métodos descritos en la presente memoria proporcionan una inhibicion completa
de la expresion de FucT y XylIT, dando lugar a un modelo de N-glicosilacion de glicoproteinas producidas en una
planta en el que los glicanos N-ligados estan desprovistos de residuos de a1,3-fucosa y p1,2-xilosa.

La secuencia de ADNc de longitud completa, que incluye 5- y 3-UTR, correspondiente a la alfa 1,3
fucosiltransferasa (FucT) de L. minor se establece en la Figura 1; véase también la SEC ID N°: 1 (marco de lectura
abierto establecido en la SEC ID N°: 2). La secuencia de aminoacidos predicha codificada por ella se establece en la
SEC ID N° 3. Se han identificado al menos dos isoformas del gen de FucT de L. minor; la homologia entre las
isoformas es de aproximadamente un 90%. La proteina codificada comparte alguna similitud con otras FucTs de
otras plantas superiores. Véase la Figura 2. Por ejemplo, la secuencia de FucT de L. minor comparte
aproximadamente un 50,1% de identidad de secuencia con la FucT de Arabidopsis thaliana mostrada en la Figura 2.

La secuencia de ADNc de longitud completa, que incluye 5- y 3'-UTR, correspondiente a la B1,2-xilosiltransferasa
(XyIT) de L. minor (isoforma n°1) se establece en la Figura 3; véase también la SEC ID N°: 4 (ORF establecido en la
SEC ID N°: 5). La secuencia de aminoacidos predicha codificada por ella se establece en la SEC ID N° 6. Se han
identificado al menos dos isoformas del gen de XylT de L. minor; la homologia entre las isoformas es de
aproximadamente un 90%. La proteina codificada comparte alguna similitud con otras XylTs de otras plantas
superiores. Véase la Figura 4. Por ejemplo, la XylT de L. minor comparte aproximadamente un 56,4% de identidad
de secuencia con la XyIT de Arabidopsis thaliana mostrada en la Figura 4. Una secuencia de ADNc de longitud
parcial, que incluye 3’-UTR, correspondiente a la B1,2-xilosiltransferasa (XylT) de L. minor (isoforma n°2) se
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establece en la Figura 31; véase también la SEC ID N°: 19 (ORF establecido en la SEC ID N°: 20). La secuencia de
aminoacidos predicha codificada por ella se establece en la SEC ID N°: 21. La isoforma n°2 de XyIT de longitud
parcial comparte una elevada identidad de secuencia con la correspondiente regiéon de la isoforma n°1 de XylIT de
longitud completa, como puede observarse en el alineamiento mostrado en la Figura 32.

La invencién describe composiciones de polinucleétidos o proteinas aislados o sustancialmente purificados. Un
polinucledtido o proteina “aislado” o “purificado”, o una porcién biolégicamente activa del mismo, esta sustancial o
esencialmente libre de los componentes que acompafan o interaccionan normalmente con el polinucleétido o
proteina segun se encuentra en entorno natural. Por tanto, un polinucleétido o proteina aislado o purificado esta
sustancialmente libre de otros materiales celulares, o de medio de cultivo cuando se produce mediante técnicas
recombinantes, o esta sustancialmente libre de precursores quimicos u otros agentes quimicos cuando se sintetiza
quimicamente. De forma 6ptima, un polinucleétido “aislado” esta libre de las secuencias (de manera 6ptima de
secuencias codificadoras de proteina) que de forma natural flanquean al polinucledtido (es decir, secuencias
localizadas en los extremos 5 y 3’ del polinucledtido) en el ADN gendmico del organismo del cual deriva el
polinucledtido. Por ejemplo, en varias realizaciones, el polinucledtido aislado puede contener menos de
aproximadamente 5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0,5 kb 6 0,1 kb de secuencia de nucledtidos que flanquean de manera
natural al polinucleétido en el ADN gendmico de la célula de la cual deriva el polinucleétido. Una proteina que esta
sustancialmente libre de material celular incluye preparaciones de proteinas que tienen menos de aproximadamente
30%, 20%, 10%, 5% 6 1% (en peso seco) de proteina contaminante. Cuando la proteina o la porcién biolégicamente
activa de la misma se produce recombinantemente, el medio de cultivo 6ptimamente representa menos de
aproximadamente el 30%, 20%, 10%, 5% 6 1% (en peso seco) de los precursores quimicos o de productos quimicos
que no son de interés proteinico.

La secuencia codificadora correspondiente al gen FucT de L. minor se establece como los nucleétidos (nt) 243-1715
de la SEC ID N°: 1 y como la SEC ID N° 2, y la secuencia de aminoacidos correspondiente al polipéptido de FucT
codificado se establece en la SEC ID N°: 3. La secuencia codificadora correspondiente al gen de la isoforma n°1 de
XylT de L. minor se establece como los nucledtidos 63-1592 de la SEC ID N° 4 y como la SEC ID N° 5, y la
secuencia de aminoacidos correspondiente al polipéptido de XylIT codificado se establece en la SEC ID N°: 6. La
secuencia codificadora correspondiente al gen de la isoforma n°2 de XylT de L. minor de longitud parcial se
establece como los nucleétidos 1-1276 de la SEC ID N°: 19 y como la SEC ID N°: 20, y la secuencia de aminoacidos
correspondiente al polipéptido de XyIT de longitud parcial se establece como la SEC ID N°: 21.

En particular, la presente invencion describe polinucleétidos aislados que comprenden secuencias de nucleétido que
codifican las secuencias de aminoacido mostradas en las SEC ID N° 3, 6 y 21. Ademas se describen polipéptidos
que tienen una secuencia de aminoacidos codificada por un polinucleétido descrito en la presente memoria, por
ejemplo aquellos establecidos en las SEC ID N° 1, 2, 4, 5, 19 y 20, y fragmentos y variantes de los mismos.
También se describen las moléculas de acido nucleico que comprenden los complementos de dichas secuencias de
nuclestidos. Se reconoce que la secuencia codificadora correspondiente al gen de FucT y/o de XyIT se puede
expresar en una planta para sobreexpresion de la FucT y/o la XyIT codificada. Sin embargo, para los propodsitos de
suprimir o inhibir la expresion de estas proteinas, se usaran las respectivas secuencias de nucleétidos de las SEC ID
N°: 1, 2, 4, 5, 19 y 20 para disefiar construcciones para la supresion de la expresion de la respectiva proteina FucT
y/o XyIT. Por tanto, los polinucleétidos, en el contexto de suprimir la proteina FucT, se refieren a las secuencias y a
los polinucleétidos que codifican FucT que cuando se expresan suprimen o inhiben la expresién del gen de FucT,
por ejemplo, a través de la supresion directa o indirecta segun se indica mas adelante en la presente memoria. De
forma similar, los polinucleétidos, en el contexto de suprimir o inhibir la proteina XylT, se refieren a las secuencias y
polinucledtidos que codifican XylT que cuando se expresan suprimen o inhiben la expresién del gen de XylIT, por
ejemplo, a través de la supresion directa o indirecta seguin se indica mas adelante en la presente memoria.

Los fragmentos y variantes de los polinucledtidos descritos y las proteinas codificadas con ellos también se
describen en la presente memoria. Por “fragmento” se entiende una porcion del polinucleédtido de FucT y/o XyIT o
una porcion de la secuencia de aminoacidos de FucT y/o XyIT codificada con él. Los fragmentos de un polinucleétido
pueden codificar fragmentos de proteina que retienen la actividad biolégica de la proteina nativa y que por tanto
tienen actividad de FucT o actividad de XyIT, como se indica en otro punto de la presente memoria. De forma
alternativa, los fragmentos de un polinucledtido que son utiles como sondas de hibridacion generalmente no
codifican proteinas fragmento que retengan actividad biolégica. Los fragmentos de un polinucleétido de FucT o XyIT
también se pueden usar para disefar secuencias inhibidoras para la supresion de la expresion del polipéptido de
FucT y/o de XylIT. Por tanto, por ejemplo, los fragmentos de una secuencia de nucleétidos pueden oscilar entre al
menos aproximadamente 15 nucledtidos, 20 nucledétidos, aproximadamente 50 nucledtidos, aproximadamente 100
nucledtidos, aproximadamente 150 nucleétidos, aproximadamente 200 nucledtidos, aproximadamente 250
nucledtidos, aproximadamente 300 nucleétidos, aproximadamente 350 nucledtidos, aproximadamente 400
nucledtidos, aproximadamente 450 nucleétido